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ABSTRACT. The systemic fungal invasions are recognized with increasing frequency and constitute a primary cause
of morbidity and mortality, especially in immunocompromised patients. Early diagnosis improves prognosis, but
remains a problem because there is lack of sensitive tests to aid in the diagnosis of systemic mycoses on the one hand,
and on the other the patients only present unspecific signs and symptoms, thus delaying early diagnosis.

The diagnosis depends upon a combination of clinical observation and laboratory investigation. The successful labora-
tory diagnosis of fungal infection depends in major part on the collection of appropriate clinical specimens for investi-
gations and on the selection of appropriate microbiological test procedures. So these problems (collection of specimens,
direct techniques, staining methods, cultures on different media and non-culture-based methods) are presented in arti-

cle.
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Notowany na calym Swiecie wzrost czestosci
grzybic, zwlaszcza narzadowych i uogdlnionych
oraz zwigzane z nimi powiklania sprawiajg, ze wy-
krywanie i rozpoznawanie tych choréb stato si¢
przedmiotem duzego zainteresowania. Niezwykle
wazne okazalo si¢ wczesne rozpoznanie, poprawia-
jace rokowanie. Niestety, w wielu przypadkach by-
wa postawione zbyt pdZno, czesto w badaniach au-
topsyjnych, gdyz $miertelnos¢ w grzybicach jest
znacznie wyzsza niz w zakazeniach wirusowych lub
bakteryjnych [1]. Zwigkszajaca si¢ prewalencja
grzybic, wigze si¢ m.in. z cze¢stym stosowaniem sze-
rokowidmowych antybiotykéw przeciwbakteryj-
nych oraz wzrostem liczby pacjentéw w stanie im-
munosupresji [2, 3].

W diagnostyce zarazen grzybami uwzgledniamy
obraz kliniczny (objawy podmiotowe i przedmioto-
we) oraz wyniki badan laboratoryjnych, ktdre
w znacznym stopniu zaleza od prawidtowego po-

brania materialu i wyboru wlasciwych testow dia-
gnostycznych. Wazne sg rowniez informacje doty-
czace chor6b wspdlistniejacych i przebytych, odby-
tych podrézach, kontaktach ze zwierzetami i zawo-
dzie pacjenta.

Weczesne postawienie diagnozy zwigksza szanse
na przezycie pacjenta, a takze chroni go przed dtu-
gotrwatym przyjmowaniem drogich i toksycznych
lekéw przeciwgrzybicznych.

Nalezy podkresli¢, ze objawy podmiotowe
i przedmiotowe w grzybicach narzgdowych czgsto
sg niespecyficzne, hodowle negatywne, za$ badanie
histopatologiczne wymaga inwazyjnych procedur,
dla uzyskania materiatu do badan [1, 4].

W wyprébowanym przez nas systemie diagno-
stycznym opracowaliSmy schemat postgpowania
obejmujace kolejne fazy (F1-F6) rozpoznawania
grzybic narzadowych.

F1 — analiza kliniczna oraz wynikéw badan labo-
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ratoryjnych: morfologicznych, biochemicznych, se-
rologicznych i innych.

F2 — pobieranie do oceny mikologicznej r6znych
materialow biologicznych pacjentéw: krew, ptyn
mézgowo-rdzeniowy, plyny z jamy oplucnej,
otrzewnej i stawow; materiat z torbieli, ropni, na-
ktucia zatok przynosowych; prébki z dolnych drég
oddechowych — plwocina; probki uzyskiwane pod-
czas zabiegdw operacyjnych, endoskopii lub biopsji
aspiracyjnej cienkoigtowej; wymazy z jamy ustnej,
gardla, jam nosa, krtani; treS¢ z narzadéw plcio-
wych, z cewki moczowej, mocz i inne. Warto dodac,
ze kazdy z tych materialéw powinien by¢ pobierany
do jatowych pojemnikéw, za pomocg jalowych na-
rzedzi/wacikow lub umieszczany bezposrednio na
szkietkach podstawowych, w pltynach utrwalaja-
cych, przed rozpoczgciem leczenia, albo po jego za-
konczeniu, z uwzglednieniem czasu wydalania leku,
w przypadku preparatéw dziatajacych ogdlnie. Naj-
bardziej optymalne jest pobieranie materiatu i wy-
konywanie preparatéw bezposrednich oraz posie-
woOw przez diagnoste zaraz po ich uzyskaniu.

Wyizolowanie grzybéw z krwi zalezy od wielu
czynnikéw, m.in. ilosci pobranej krwi (optimum:
20-30 ml), liczby prébek (wigksza liczba zwigksza
szans¢ wyizolowania grzybow) oraz zastosowanych
metod. W przypadkach ujemnych wynikéw posie-
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wow krwi zylnej trzeba pobiera¢ krew tetnicza
w dwu prébach, w odstepach 24 h. Obecnie czgsto
wykorzystuje si¢ systemy automatyczne, takie jak
Bactec System i BacT/Alert System.

Ptyn mézgowo-rdzeniowy — w ilosci 3-5 ml
odwirowywuje si¢ i nadsacz stuzy do badan serolo-
gicznych, zas osad moze by¢ wykorzystany do ba-
dania mikroskopowego i wykonania hodowli. Ptyny
z jamy optucnej, otrzewnej i stawdéw po aspiracji lub
drenazu zbierane sg do sterylnych pojemnikow, za-
wierajacych niewielkg ilo$¢ heparyny (rozciencze-
nie 1:1000). Prébki odwirowuje si¢ i osad wykorzy-
stuje si¢ do zatozenia hodowli.

Ptyn od pacjentéw z dializg otrzewnej powinien
by¢ zebrany do pojemnika bez heparyny. Mocz —
oddany do sterylnego pojemnika, po przerwie noc-
nej (strumieri Srodkowy), po wezesniejszym umyciu
okolicy ujscia cewki moczowej biezaca woda z my-
diem.

Materiat z torbieli, ropni, naktucia zatok przyno-
sowych pobrany za pomocg igly przenosi si¢ do ja-
towego pojemnika.

Prébki z dolnych drég oddechowych — plwocina,
powinny by¢ pobrane rano, na czczo, po usunigciu
dzienn wczesniej ew. uzupetnien protetycznych, po
zabiegach higienicznych jamy ustnej, uwzgledniajg-
cych tez ptukanie jamy ustnej przegotowang woda,
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Rys. 1. Przyktady wstepnego réznicowania grzybow z gromady sprzezniaki (Zygomycota) w oparciu o makroskopo-
wy wyglad kolonii na agarze MEA (podioze agarowe z wyciggiem maltozowym) lub OA (agar owsiany) i cechy

mikrohodowli (stadium anamorficzne) (oryg.)

Fig. 1. Examples of preliminary differentiation of fungi from Zygomycota according to macroscopic appearance of
colony on MEA agar (agar with maltose extract) or OA (oat agar) and features of microculture (anamorphic stage)
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do jalowego pojemnika i opracowana w czasie nie
dtuzszym niz 2 godziny; jezeli nie jest to mozliwe,
nalezy przechowywac jg w lodéwce. W przypadku
trudnosci z odkrztuszeniem nalezy wykonac inhala-
cje z Natrium bicarbonicum lub NaCl. Zaleca sie,
aby co najmniej 3 probki (ok. 1 ml) zostaty zbadane
mikroskopowo i wykonano z nich posiewy. Przydat-
ng procedura jest BAL; pobrany material odwiro-
wuje sie 1 bada osad.

Przezskérna biopsja grubg igla jest przydatna
w przypadkach obwodowych zmian w ptucach, kie-
dy nie sg one dostgpne podczas badania broncho-
skopowego. Wycinki tkanek uzyskiwane podczas
zabiegdw operacyjnych, endoskopii lub biopsji
aspiracyjnej cienkoigtowej umieszcza si¢ w steryl-
nym pojemniku, ewentualnie z niewielkg iloscig fi-
zjologicznego roztworu NaCl.

Wymazy z jamy ustnej, gardta, jam nosa, krtani
wykonuje si¢ jaltowymi wacikami, na suchych lub
zwilzonym jalowym fizjologicznym roztworem
NaCl szkietkach podstawowych; materiat z migdat-
kéw podniebiennych najlepiej pobra¢ po wczesniej-
szym ich ucisnigciu. Mozna réwniez, przy braku

makroskopowych zmian btony sluzowej jamy ust-
nej i gardta, wykonac poptuczyny za pomoca bulio-
nu Sabourauda [5, 6].

Badania laboratoryjne obejmujg techniki bezpo-
Srednie, preparaty barwione, hodowle,

F3 — techniki bezposrednie

Preparaty bezposrednie sg najprostszgq metodq
diagnostyczng, a niekiedy decydujaca, jak np. zara-
zenia Pneumocystis carinii lub Rhinosporidium see-
beri [7]. Wykonuje si¢ je ze wszystkich materiatlow
biologicznych w 0,85% roztworze NaCl, takze z do-
datkiem 0,1% safraniny. Widoczne sg komorki
paczkujace (blastokonidia), strzgpki i pseudostrzep-
ki u wigkszosci grzyboéw z rodzaju Candida, ale tak-
ze Trichosporum i Geotrichum; komérki paczkuja-
ce, lecz bez pseudostrzepek u Candida glabrata, zas
szerokie otoczki u Cryptococcus. Liczne komorki
paczkujace zwigzane z komdrkg macierzystg waski-
mi potaczeniami sugerujg Paracoccidioides brasi-
liensis. Sporangia (sferule) sg charakterystyczne dla
Coccidioides immitis. Aspergillus wykazuje strzgp-
ke z konidioforami na szczycie butawkowato roz-
szerzonymi, Penicillium za$s ma konidiofory na
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Rys. 2. Przyktady wstepnego réznicowania grzybéw z gromady workowcow (Ascomycota) w oparciu o makroskopo-
wy wyglad kolonii na agarze Sabourauda z glukozg (SGA) i cechy mikrohodowli (stadium anamorficzne) (oryg.)
Fig. 2. Examples of preliminary differentiation of fungi from Ascomycota according to macroscopic appearance of
colony on Sabouraud agar with glucose (SGA) and features of microculture (anamorphic stage)
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szczycie proste lub podzielone 2-3 razy lub wielo-
krotnie. Sporangiofory, tworzace na szczytach spo-
rangia, wypelnione sporangiosporami sugerujg Zy-
gomycetes, takie jak Rhizopus lub Mucor [7].

Podejrzewajgc zarazenie dermatofitami prepara-
ty bezposrednie sporzadza si¢ ze zmian skory, ze-
skrobin naskérka, wioséw lub $cinkéw paznokci;
zeskrobiny pobiera si¢ jalowym skalpelem i mate-
rial umieszcza si¢ na szkietku podstawowym
w 1-20% roztworze wodorotlenku sodu lub potasu,
z dodatkiem 5% glicerolu lub 40-60% roztworze
dwumetylosulfotlenku (DMSO); czgsto odrebne
preparaty bezposrednie ocenia si¢ w kropli ksylenu.
Dla uzyskania odpowiedniego przeswietlenia ogla-
da si¢ je najwczesniej po 30 minutach, w ciggu 3-5
minut, a nastgpnie barwi [8].

F4 — preparaty barwione: rozmazy, preparaty hi-
stopatologiczne

Rozmazy wykonywane z wielu materiatéw su-
szy sie 1 utrwala w 70% alkoholu metylowym lub
plynie Schaudinna, a nastgpnie barwi. Strzgpki bar-
wig si¢ hematoksyling i eozyng, komoérki drozdzy
i pseudostrzepki s3 Gram (+). W preparatach bar-

wionych barwnikiem Giemsy lub Wrighta grzyby sg
niebieskie, w metodzie Gridley’a barwig si¢ na ko-
lor purpurowo-czerwony, a tlo preparatu na zétto.
Metoda Gomoriego w modyfikacji Grocotta (sre-
brzenie) pozwala na wykrywanie strzg¢pek, zas od-
czyn PAS (z kwasem nadjodowym i odczynnikiem
Schiffa) utatwia identyfikacj¢ szczegétéw komorki
oraz ustalenie relacji migdzy grzybami a pozostaty-
mi elementami tkanki (grzyby barwig si¢ na czer-
wono, a tlo preparatu na jasnozielono); obydwie te
metody uzupetniajg si¢. Preparaty w kropli tuszu
chinskiego lub indyjskiego, a takze barwienie mu-
cykarminem sg wykorzystywane do uwidocznienia
polisacharydowej otoczki Cryptococcus, zas$ barw-
nik Giemsy w wykrywaniu Histoplasma capsula-
tum, a fiolet krezolowy dla uwidocznienia sprzgz-
niakow (Zygomycota). Niektére grzyby np. plesnia-
kowate i kropidlakowate, barwig si¢ dobrze fuksyng
kwasna, natomiast do barwienia drozdzy stosuje si¢
biekit laktofenolowy, uzywany do farbowania ba-
welny (cotton-blue); wiekszos¢ gatunkéw w mikro-
hodowlach mozna tez barwi¢ metodg PAS uzywang
do barwienia grzybéw w tkankach [6-8].
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Rys. 3. Przyktady wstepnego réznicowania grzybéw z gromady workowcow (Ascomycota) w oparciu o makroskopo-
wy wyglad kolonii na agarze (SGA, SMA, Czapka, BHJ z krwia) i cechy mikrohodowli (stadium anamorficzne)

(oryg.)

Fig. 3. Examples of preliminary differentiation of fungi from Ascomycota according to macroscopic appearance of
colony on agar (SGA, SMA, Czapek, BHJ with blood) and features of microculture (anamorphic stage)
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FS — hodowle

Materiat pobrany do badania na obecnos¢ grzy-
béw posiewa si¢ na ptynne lub state podioza — za-
wierajgce biatko, weglowodany i inne sktadniki —
bezposrednio w ilosci 0,5-1,5 cm’. Tkanki lub wy-
cinki pobrane z narzagdéw homogenizuje si¢ lub roz-
drabnia przez wstrzgsanie z jalowymi kulkami; ma-
terialy pobrane w czasie biopsji posiewa si¢ jedno-
czesnie na podloza stale lub ptynne Sabourauda,
agar z brzeczkg oraz podtoze Czapka.

Posiewy inkubuje si¢ w ciggu 24 godzin, w tem-
peraturze 37°C, a nastgpnie pozostawia si¢
w 20°C lub 25°C. Po 3 dniach na wszystkich wyro-
stych na podtozu stalym kolonii sporzadza si¢ pre-
paraty bezposrednie w 0,9% NaCl; z hodowli ptyn-
nych do kontroli pobiera si¢ osad. Dalsze preparaty
kontrolne wykonuje si¢ po 5-10 dniach w ten sam
sposdb; posiewy pozostawia si¢ pod obserwacja do
8 tygodni. Stwierdzenie w preparatach bezposre-
dnich elementéw grzybow i przesianie kolonii na
Swieze podloze pozwala na wyizolowanie po kilku

pasazach — nawet bez dodawania antybiotykow —
czystych bezbakteryjnych szczepéw. Badanie mi-
kroskopowe wszystkich wyrostych na agarze Sabo-
urauda kolonii jest niezbgdne ze wzgledu na czgsty
wzrost na tym podiozu licznych rodzajow bakterii,
ktérych kolonie makroskopowe przypominajg grzy-
by. Utatwia izolowanie szczepéw z zeskrobin skory,
wloséw lub scinkéw paznokci dodanie do hodowli —
dla wyodrebnienia dermatofitow — cykloheksamidu
(Acidion) [8-12].

Akseniczne szczepy grzyboéw wysiewa si¢ na
plytki Petriego z agarem Sabourauda i pozostawia
w okreslonych temperaturach, a nastgpnie ocenia
makroskopowo charakter wyrostych kolonii (zabar-
wienie, ksztalt, strukture powierzchni, brzeg, stosu-
nek do powierzchni agaru, potysk itp.). W razie wy-
krycia w materiale pochodzacych od cztowieka
grzybow z rodzaju Mucor, Rhizopus, Penicillium,
Aspergillus lub innych tworzacych puszyste, kozu-
chowate kolonie, ktére mogg stanowi¢ zanieczy-
szczenie laboratoryjne, konieczne bywa powtérze-
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Rys. 4. Przykiady wstepnego réznicowania grzybow z gromady workowcéw (Ascomycota) w oparciu o makroskopo-
wy wyglad kolonii na agarze Sabourauda (SGA, SMA) i cechy mikrohodowli (stadium anamorficzne) (oryg.)

Fig. 4. Examples of preliminary differentiation of fungi from Ascomycota according to macroscopic appearance of
colony on Sabouraud agar (SGA, SMA) and features of microculture (anamorphic stage)
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nie posiewu od tego samego pacjenta. Wskazane
jest réwniez kilkakrotne przeniesienie hodowli
grzyba na agar Czapka, ze wzgledu na mozliwos¢
szybszego uzyskania charakterystycznych makro-
skopowo kolonii. Nastgpnie sporzadza si¢ z nich
preparaty bezposrednie mierzy sktadniki grzybni,
szerokos¢ strzepek lub pseudostrzepek, wielkosé
komorek wegetatywnych i zarodnikéw [8, 9]. Przy-
ktady wstepnego réznicowania grzybow z réznych
gromad w oparciu o makroskopowy wyglad kolonii
i cechy mikrohodowli (stadium anamorficzne)
przedstawiono na rysunkach 1-5 (oryg.).

Do dalszych badan mikroskopowych, z kazdego
wyodrebnionego szczepu grzyba zaktada si¢ mikro-
hodowle na szkietkach podstawowych lub nakryw-
kowych powleczonych cienkg warstwa odpowie-
dniej pozywki agarowej. Mikrohodowle umieszcza
si¢ w wilgotnych komorach na 2-20 dni i kontrolu-
je pod mikroskopem, w odstgpach 48 h. W ocenie
uwzglednia si¢ charakterystyczne cechy grzybni,
np. rodzaje, wielkos¢ i sposéb uktadania si¢ zaro-
dnikéw. Po utrwaleniu mikrohodowli w 75% alko-

potem szarokremowa

potem kremowa n _

holu mozliwe jest wykonanie preparatu trwalego
[8-12].

Dla drozdzy uzywa si¢ takze w r6znicowaniu ga-
tunkéw podioza maltozowo-drozdzowego, test wy-
twarzania ,,germ-tubes” oraz reakcji barwnych
z bigkitem diazonowym B (DBB) i chlorkiem 2, 3,
S-tryfenylotetrazolu (TTC) [8-12].

Ostatnio wprowadzono komercyjne podloza, ta-
kie jak, np. Chromagar Candida (Becton Dickinson)
i Candida ID Agar (bioMérieux), ktére pozwalajg na
wstepne okreslenie gatunku, kierujac si¢ barwg ko-
lonii; test GLABRATA RTT (Fumouze Diagnostics,
Levallois-Perret Cedex, France) umozliwia szybkie,
w ciggu 20 min., rozpoznanie Candida glabrata.

Candida albicans wsréd innych gatunkéw ro-
dzaju Candida, oznacza si¢ w oparciu o zdolnosé
wytwarzania chlamydospor, w mikrohodowlach na
podiozu ziemniaczano-marchwiowo-zétlciowym —
PCB, zmodyfikowanej pozywce Nickersona wg
Rzucidly lub podlozu z maka kukurydziang, owsia-
ng lub ryzowa.

Dla réznicowania Candida albicans i Candida
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Rys. 5. Przyklady wstepnego réznicowania grzybéw z gromady podstawczaki (Basidiomycota) w oparciu o makro-
skopowy wyglad kolonii na agarze MEA (podloze agarowe z wyciagiem maltozowym) lub OA (agar owsiany) i ce-
chy mikrohodowli (stadium anamorficzne) (oryg.)
Fig. 5. Examples of preliminary differentiation of fungi from Basidiomycota according to macroscopic appearance of
colony on MEA agar (agar with maltose extract) or OA (oat agar) and features of microculture (anamorphic stage)
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dublinensis konieczne jest uzywanie podloza GA-
CA (agarowe, z nasionami Guizotia abyssinica).
Oznaczanie zdolnosci tworzenia chlamydospor
przez badany szczep (cecha np. Candida albicans)
mozna przeprowadzi¢ na poditozu RAT-Medium
(bioMérieux), na ktérym tworzg si¢ tez blastospory
i pseudostrzepki [8].

Niektére gatunki, np. Histoplasma capsulatum
wytwarzaja charakterystyczne kolonie na podlozu
z krwia. Dalszymi, pomocnymi w réznicowaniu
drozdzy i grzybéw dymorficznych, sa podtoza MEA
(podloze agarowe z wyciggiem stodowym), MEYA
(podtoze agarowe z wyciggiem stodowym i droz-
dzowym) i YNB (Yeast Nitrogen Base).

Wybrane rodzaje grzybéw wytwarzaja barwniki
przenikajace do podioza, np. Penicillium marnefei —
czerwony. Natomiast Malassezia wymaga do wzro-
stu dlugo-tadicuchowych kwaséw ttuszczowych;
w przypadkach podejrzenia tego czynnika etiolo-
gicznego dodaje si¢ do podioza kilka kropel steryl-
nej oliwy lub wykorzystuje si¢ podloze agarowe
LNA — Leminga i Notmana. Do izolowania z gleby,
tzw. grzybow ,,plesniowych” stosuje si¢ metod¢ roz-
cieficzeniowo-ptytkowg Krzemieniewskich, ptytek
glebowych Warcupa, wilgotnych kamer i kultur
mieszanych.

W dalszej diagnostyce okresla si¢ wtasciwosci
biochemiczne szczepdéw, m.in. uzywajac testow
API 20C oraz API 20C AUX (bioMérieux). API
20C, to biochemiczny szereg identyfikacyjny, po-
zwalajacy, w ciagu 24-48 h, zréznicowac najcze-
Sciej wykrywane u ludzi gatunki — sposréd workow-
cOw (Ascomycota) z rodzajow Saccharomyces,
Candida, Geotrichum, Hansenula, Kloeckera, Pi-
chia i Sporobolomyces, natomiast — sposrod pod-
stawczakow (Basidiomycota) — Rhodotorula, Cryp-
tococcus, Trichosporon; wykorzystuje si¢ w nim
wlasciwosci grzybow — fermentacyjne (zymogram)
oraz przyswajania wegla z odpowiednich zwigzkow
(auksanogram). API 20C AUX, to biochemiczny
szereg identyfikacyjny opierajacy si¢ na ocenie
zdolnosci grzybow do przyswajania wegla (auksa-
nogram) z 19 zwigzkéw, a mianowicie: GLU (glu-
koza), GLY (glicerol), 2KG (2-keto-D-glukonian),
ARA (L-arabinoza), XYL (d-ksyloza), ADO (adoni-
tol), XLT (ksylitol), GAL (galaktoza), INO (inozy-
tol), SOR (sorbitol), MDG (L-metylo-D-glukozyd),
NAG (N-acetylo-D-glukozamina), CEL (celobio-
za), LAC (laktoza), MAL (maltoza), SAC (sacharo-
za), TRE (trehaloza), MLZ (melezytoza), RAF (ra-
finoza) [13].

Ostateczne oznaczanie gatunku grzyba ulatwia

opracowana zasada numerycznej identyfikacji po-
dana w katalogu (Analytical Profile Index,
bioMérieux, Lyon, 1990). Polega ona na punktacji
wynikow uzyskanych w 7 grupach ocenianych 19
wlasciwosci biochemicznych oraz 1 cechy morfolo-
gicznej (tworzenie strzgpek lub pseudostrzgpek);
[przyktad ustalania kodu na schemacie. Warto zwr6-
ci¢ uwage, ze dane przenoszone na kart¢ wynikow
zostaty potaczone w grupy po trzy. Dla oznaczenia
wyniku dodatniego postugujemy si¢ wartosciami 1,
2 lub 4, a przez dodanie trzech liczb odpowiadajg-
cych wynikom w kazdej grupie] otrzymujemy sied-
miocyfrowy kod, o duzym — naszym zdaniem zna-
czeniu dla réznicowania wewnatrzgatunkowego
oznaczanych szczepow grzybow [13].

Aktywno$¢ enzymatyczng szczepOw ocenia si¢
za pomocg testu API ZYM (bioMérieux), zawiera-
jacego substraty dla ujawnienia 19 hydrolaz: e,fo-
sfataza alkaliczna, esesteraza (C4), eylipaza estera-
zowa (C8), eslipaza (C14), egarylamidaza leucyny,
esarylamidaza waliny, egarylamidaza cystyny,
egtrypsyna, ejp0—chymotrypsyna, e fosfataza
kwasna, ej,fosfohydrolaza naftylo-AS-BI, e 30—
galaktozydaza, e, -galaktozydaza, e;5B-glukuroni-
daza, e go-glukozydaza, e;;fB-glukozydaza, e;gN-
acetylo-B-glukozaminidaza, e;g0-mannozydaza,
e o0-fukozydaza; biotypowanie szczepow przepro-
wadza si¢ w oparciu o zaproponowany przez Kurna-
towska system [13]. Wtasciwosci proteolityczne
okresla si¢ metodg Staiba wobec albuminy ludzkiej
w pH 4,6, w modyfikacji Rézgi, pozwalajacej na
ilosciowa oceng wynikow — strefe proteolizy mierzy
sig¢ w mm [14].

Nastepnie réznicujgc szczepy drozdzy ocenia si¢
zdolno$¢ przyswajania azotu z pozywek zawierajg-
cych azotan potasu, siarczan amonowy, asparaging,
mocznik i pepton.

Przy oznaczaniu drozdzy bada si¢ takze zdolnos¢
rozszczepiania arbutyny; arbutyna pod wplywem
produktéw przemiany materii niektérych gatunkéw
grzybow ulega rozszczepieniu na czgs$¢ glikonowa
i aglikon (hydrochinon), ktéry z zelazem daje reak-
cje barwng — podioze zabarwia si¢ na brunatno.

W réznicowaniu Cryptococcus sp. bada si¢ takze
zdolnos¢ wytwarzania skrobi, wysiewajac szczep
grzyba na podloze specjalne.

Warto dodad, ze niektére grzyby (np. z rodzaju
Microsporum) pasozytujace na skorze lub witosach
wykrywa sie dzigki charakterystycznej fluorescencji
w lampie Wooda, ktérg wykorzystuje si¢ w ocenie
zmian u pacjenta oraz wlosach zarazonych in vitro.

Do szybszej izolacji i identyfikacji grzybow wy-
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odrebnianych ze skéry stosuje si¢ Mycoline
(bioMérieux). Mycoline sktada si¢ z pokrytej z kaz-
dej strony innym podiozem agarowym plastikowe;j
ptytki, hermetycznie zamknietej w plastikowym po-
jemniku. Strona 1. — barwy blado-r6zowej, zawiera
agar Sabourauda, z gentamycyng i chloramfeniko-
lem; stuzy do izolowania drozdzy i grzybéw ple-
$niowych; antybiotyki zawarte w podtozu eliminujg
wigkszos¢ bakterii. Strona 2. — barwy zétto-poma-
ranczowej, zawiera agar Sabourauda, z cykloheksa-
midem (Actidion) i chloramfenikolem; jest to
podioze selektywne dla izolowania dermatofitow,
zwlaszcza szczep6w opornych na cykloheksamid.
Dermatofity powoduja zmian¢ pH pozywki (staje
si¢ zasadowe) ujawniajac barwe czerwong w podto-
zu, juz po 48 h od posiania materiatu; pelny ich
wzrost na tym podlozu nastgpuje po 5-8 dniach
[13].

Wsréd dalszych metod rozpoznawczych stoso-
wanych w mikologii mozna wymieni¢ wstrzykiwa-
nie zwierzgtom doswiadczalnym materiatu pobrane-
go bezposrednio od chorego. Oznaczenie gatunku
grzyba (np. S. schenckii, H. capsulatum, C. neofor-
mans) wywolujagcego zmiany grzybicze wymaga
czesto bowiem oceny mikroskopowej tych zmian
w ustroju ssaka. Najczesciej sposrod zwierzat do-
Swiadczalnych uzywa si¢ w tym celu swinek mor-
skich, szczuréw, myszy i krélikow, ktérym wstrzy-
kuje si¢ badany materiat podskérnie, dootrzewnowo
Iub dojadrowo. Po $mierci zwierzat do badania hi-
stopatologicznego pobiera si¢ wszystkie narzady
migzszowe.

F6 — inne techniki

Techniki fluorescencyjne

Barwniki fluorescencyjne (Calcofluor, Uvitex
2B, Blankophor) barwig selektywnie chityne sciany
komérkowej grzybéw i moga by¢ wykorzystane za-
réwno dla skrawkéw mrozonych, jak i parafino-
wych, a takze dla prébek Swiezych, np. popluczyn
oskrzelowo-peherzykowych, zeskrobin z rogéwki
[7].

Immunohistochemia, immunofluorescencja, hy-
brydyzacja in situ

Badania immunohistochemiczne z przeciwciala-
mi monoklinalnymi (WF-AF-1, EB-A1), immuno-
fluorescencja i hybrydyzacja in situ sa rowniez wy-
korzystywane w diagnostyce celem ustalenia rodza-
ju i gatunku, zwtaszcza w przypadkach kiedy nie
udaje si¢ wyhodowac grzybow, np. zastosowanie
immunofluorescencji dla wykrycia antygenow
Pneumocystis carinii daje czutos¢ do 100% 1 specy-
ficznos¢ 96% [7].

W ostatnich latach w diagnostyce grzybic znala-
zly zastosowanie metody serologiczne i biologii
molekularnej, ktére sg przedmiotem oddzielnego
opracowania [15].

Nalezy podkresli¢, ze diagnostyka grzybéw po-
winna by¢ prowadzona do poziomu gatunku, ze
wzgledu na konieczno$s¢ wyboru lekéw oraz
mozliwosci prognozowania kierunku rozwoju
inwazji grzyba.
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